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Eukaryoottisoluissa,  kuten  ihmisen  tumallisissa  soluissa,  DNA  on  järjestäytyneenä 
kromatiiniksi,  joka  DNA:n  lisäksi  koostuu  histoni-  ja  ei-histoniproteiineista  (1-10). 
Nukleiinihappojen  ja  erityisesti  DNA:n  eristäminen  on  keskeinen  biokemiallinen 
menetelmä  biotieteissä,  koska  puhdistettua  DNA:ta  tarvitaan  perustutkimuksessa  ja 
kliinisessä tutkimustyössä (2, 11-18) ja yhä enenevissä määrin diagnostiikassa (16,17, 19-
22). DNA:n eristys ja puhdistus on haasteellinen tekniikka etenkin kun tavoitteena on 
mahdollisimman  hyvälaatuinen  DNA,  joka  soveltuu  käytettäväksi  vaativiin 
jatkosovelluksiin  kuten  genomisten  DNA-kirjastojen  valmistukseen  (11,13).  DNA:n 
puhdistuksen päätavoitteena on poistaa DNA-preparaatista kontaminoivia biomolekyylejä 
kuten proteiineja, hiilihydraatteja ja lipidejä. Lisäksi SDS samoin kuin pienimolekyyliset 
ionit, jotka usein on lisätty proteiinien saostamiseen, on poistettava DNA-preparaatista. 
DNA:n eristys ja puhdistus on tärkeä menetelmä, minkä takia siitä on kehitetty useita 
erilaisia versioita (11,13). DNA:n eristyksessä orgaaniset fenolin ja kloroformin/eetterin 
käyttöön perustuvat orgaaniset uuttomenetelmät ovat edelleen varsin yleisessä käytössä. 
Näiden haittana on se, että DNA:n puhdistukseen voi kulua jopa kolmekin päivää, jos 
näytteitä on useita (15). Lisäksi orgaaniset yhdisteet ovat toksisia ja räjähdysherkkiä sekä 
ongelmajätettä.  Tämä  on  yhtenä  syynä  siihen,  että   DNA:n  eristyksessä  on  ruvettu 
käyttämään  proteiinien  ulossuolausta  natriumkloridilla.  Amerikkalaisen  Millerin  (14) 
menetelmässä  DNA:ta  kerätään  lasisauvalla  1,2  M  NaCl:ia  sisältävästä  seoksesta. 
Eristykseen  kuluu  noin  yksi  työpäivä.  Useista  näytteistä  samanaikaisesti  tapahtuva 
DNA:n  keräys  lasisauvalla  on  työlästä.  Siksi  olemme  aiemmin  muokanneet  heidän 
menetelmäänsä  siten,  että  DNA:n  keräys  suoritetaan  kolmella  peräkkäisellä 
hidasnopeuksisella sentrifugoinnilla. Näin pystyimme eristämään hienolaatuista DNA:ta 
kolmessa  tunnissa  (15).  Tässä  työssä  esitetään  parannettu  versio  DNA:n  eristyksestä 
proteiinien  ulossuolauksella.  Tämän  uuden   ja  parannetun  menetelmän  avulla,  DNA 
voidaan  eristää  60  minuutissa.  Tässä  työssä  kehitetty  DNA:n  eristysmenetelmä 
validoidaan  tekemällä  puhdistetusta  DNA:sta  geenikirjasto,  josta  vektoretti-PCR:ään 
perustuvalla  kromosomikävelyllä  eristetään  ihmisen  kasvurajoitegeenin,  tp53-geenin, 
promotoottorialue.
22 Kirjallisuuskatsaus
2.1  Kromatiinin rakenne ja toiminta
Eukaryoottisoluissa,  kuten  ihmisen  tumallisissa  soluissa  DNA  on  järjestäytyneenä 
kromatiiniksi,  joka  DNA:n  lisäksi  koostuu  histoni-  ja  ei-histoniproteiineista  (1,2,3). 
Histonit muodostavat  nukleosomeja, jotka koostuvat ydinhistoneista H2B, H2A, H3 ja 
H4  sekä  linkkerihistonista  eli  histoni  H1:stä  (kuva  1A).  Ydinhistonit  muodostavat 
histonioktameerin,  jossa kukin ydinhistoni esiintyy kahtena kappaleena.  146-emäsparia 
DNA:ta  kietoutuu  1¾-kertaa  histonioktameerin  ympärille,  jolloin  muodostuu 
elektonimikroskoopissa  nähtävä  helminauharakenne  eli  ”Beads-on-a-String”  -rakenne 
(kuva 1).
Kuva  1.  Kromatiinin  rakenne  ja  toiminta.  Kuvan  yläpaneeli  esittää  kuinka  146 
emäsparia  DNA:ta  kietoutuu  histonioktameerin  ympärille  (4).  Lisäksi  yläpaneelin 
kuvassa näkyy kuinka H1 sijaitsee linkkeri-DNA:ssa.  Kuvan alapaneeli  esittää kuinka 
kromatiinin nukleosomitason pakkautumisaste on erilainen geenin 5´-alueella verrattuna 
geenin loppu- eli 3´-päähän. Lisäksi paneelin alaosassa on kuvattu miten transkription (S) 
ajatellaan  vähentävän  kromatiinin  pakkautumisastetta  (2).  Merkkien  selitykset:  Ohuet 
nuolet  kuvaavat  mikrokokkinukleaasin  ja  deoksiribonukleaasi  I:n  katkaisukohtia 
3kromatiinissa,  paksu  nuoli  promoottori/enhancer-alueella  kuvaa  DHS-  eli  DNaasi  I 
hypersensitiivistä  aluetta.  Kirjain  “Q”  kuvaa  lepäävää  (quiescent)  solusyklin  Go-
vaiheessa olevaa solua ja alapaneelin kirjain “S” symboloi seerumilla stimuloitua solua, 
joka on siirtynyt solusyklin G1-vaiheeseen (2).
”Beads-on-a-String”  -rakennetta  vastaava  “nukleosomien  tikapurakenne”   eli 
”nucleosomal  ladder”  on  nähtävissä  agaroosi-  tai  polyakryyliamidigeeleillä,  kun 
deoksiribonukleaasi  I:n  (DNaasi  I)  ja  erityisesti  mikrokokkinukleaasin  (MNaasi) 
pilkkomasta  kromatiinista  puhdistetut  DNA-fragmentit  ajetaan  elektroforeesissa  (1-3). 
Histoni  H1:n  liittyminen  histonioktameerien  väliseen  linkkeri-DNA:han  on  yleensä 
edellytys nukleosomirakenteen pakkautumiselle ja geenin inaktivaatiolle (kuva 1).  
Transkriptiivisesti  aktiiviset  DNA-sekvenssit  eli  geenit  voivat  sisältää  histoni  H1:tä. 
Näille  on  tyypillistä  se,  että  niiden  DNA-sekvenssit  eivät  ole  metyloituneita,  jolloin 
esimerkiksi ei-histoneihin kuuluvat MeCP-proteiinit (Methylated CpG Binding Protein) 
eivät  kykene  sitoutumaan  kohdesekvenssiinsä  CpG  ja  osallistumaan  kromatiinin 
pakkautumiseen  yhdessä  histonien  ja  muiden  ei-histonien  kanssa  (5,6).  Lisäksi 
lisääntyneen  histoniasetylaasiaktiivisuuden  vuoksi  transkriptiivisesti  aktiivisten 
geenialueiden  histonit  ovat  asetyloituneita.  Oleellisinta  aktiivisille  geenialueille  on ei-
histoneihin kuuluvien transkripotiofaktorien  sitoutuminen geenien enhancer-alueille ja 
transkiption aloituskohdan promoottoriin, missä ne ”kommunikoivat” ydinpromoottorin 
nukleotideihin  sitoutuneen  TATA-box-faktorin  ja  RNA-polymeraasin  kanssa 
transkription käynnistämisestä (6,7). 
4Kuva  2.  Tyypillisen  geenin  promoottori/enhancer  alueen  säätelysevenssit. Kuvan 
yläpaneelissa  on  esitetty  hiiren  ornitiinidekarboksyylaasi-geenin  (odc) 
eksoni/intronirakenne ja mRNA:n transkription aloituskohta nuolella (2). Yläpaneelissa 
eksonit on esitetty mustina tai harmaina ja intronit valkoisina laatikoina. Keskipaneelissa 
kuvataan  odc-geenin  promoottorialuetta.  Transkriptiotekijöiden  tunnistuskohtia  on 
merkitty  kuvaan:  AP-1  (activator  protein  1  eli  Fos/Jun-kompleksi),  ERE  (estrogen 
responsive element), GRE (glucocorticoid responsive element), CRE  (cAMP responsive 
element)  ja  Sp-1  (ns.  basaalinen  transkriptiotekijä).  Lisäksi  kuvassa  näkyvät 
restriktioentsyymi  Hpa II/Msp I:n katkaisukohdat  (CCGG) sekä CG-sekvenssi  (CpG). 
Numerot kuvaavat nukleotidien etäisyyttä transkription aloituskohdasta, +1 (2).
Etäälle  toisistaan  sitoutuneet  transkriptiofaktorit  voivat  olla  fyysisessä  yhteydessä 
toisiinsa vetysilloin, koska DNA voi tehdä silmukan (kuva 3; 2,3). Transkriptiofaktorit 
eivät yksin aikaansaa transkriptiota, mutta sitoutessaan geenin enhancer-alueille geeni saa 
ikään  kuin  ”luvan”  transkription  tehostamiseen  ja  käytännössä  geeni  tällöin  ilmenee. 
Transkriptiofaktorit  ovat  heterogeeninen  ryhmä  proteiineja,  joiden  transkriptiota 
tehostava  signaali  on  esimerkiksi  peräisin   hormonilta,  vitamiinilta  tai   kasvutekijän 
sitoneelta reseptorityrosiinikinaasilta (RTK; kuva 3). 
5Kuva  3.  Signaalitransduktio  ja  kromatiinin  rakenne  ja  toiminta.  Kuva  esittää 
kirjoittajan  käsitystä  siitä,  kuinka  solukalvolta  peräisin  olevan  kasvutekijän  välittämä 
signaali siirtyy RTK:n välityksellä (SOS - G-binding protein – G-proteiini/Ras, - RasVal12) 
sytoplasmaan  ja  edelleen  tumaan  (2),  missä  se  aktivoi  transkiptiofaktoreita 
(suorakulmiot).  Tämä  johtaa  kromatiinin  rakenteen  muokkautumiseen  ja  transkription 
käynnistymiseen  (2).  Nukleosomit  on  esitetty  ympyröinä,  histoni  H1  mustina 
suorakulmioina,  transkriptiivisesti  inaktiivinen  kromatiini  paksuna  ns.  30  nanometrin 
solenoidisena  nukleosomirihmana.  RNA-polymeraasi  II-kompleksi,  josta  työntyy 
mRNA:ta  (musta  viiva),  on  esitetty  harmaana  soikiona,  joka  on  huomattavasti 
nukleosomia isompi. 
Kilpirauhashormonit (T3) ja steroidit (glukokortikoidit, mineralokortikoidit, testosteroni, 
progesteroni  ja estrogeenit) samoin kuin osa rasvaliukoisista vitamiineista (esim. A- ja 
D-vitamiini) toimivat trankriptiofaktorien kofaktoreina (kuva 2). Riippuen geenistä ja sen 
promoottori-  ja enhancer-alueen sekvensseistä eräät signaalit  solukalvolta  samoin kuin 
transkriptiofaktorien kofaktorit voivat myös estää eli repressoida geenejä (kuvat 2 ja 3). 
Transkriotiofaktoreiden  sijainti  geenipromoottorien/enhancerien  kromatiinissa  voidaan 
osoittaa ns. Dnaasi I-hypersensitiivisinä kohtina (DHS) Southern-hybidisaatiotekniikoilla 
(8-11). Näillä tekniikoilla transkriptiofaktorin sitoutumiskohta saadaan paikannettua vain 
sadan  nukleotidien  tarkkuudella  (8-10).  Sen  sijaan  sitoutumiskohtien  paikantaminen 
6muutamien nukleotidien tarkkuudella edellyttää EMSA:aa (electrophoretic mobility shift 
assay)  ja  reportterigeenianalyysejä.  Yhden  nukleotidin  tarkkuudella  suoritettava 
paikantaminen  suoritetaan  DNaasi  I  footpring-tekniikoilla  joko  in  vivo tai  in  vitro 
olosuhteissa (9-12).
2.2  DNA:n eristys vai DNA:n puhdistus vai DNA:n ekstraktio?
Se seikka, että DNA on vahvasti liittyneenä yhtä hyvin histoneihin kuin ei-histoneihin 
(kuvat 1 ja 3) tekee DNA-eristyksen ja -puhdistuksen haasteelliseksi. Termejä “DNA:n 
puhdistus” ja “DNA:n eristys” voidaan ajatella toistensa synonyymeiksi, joskin eristettyä 
DNA:ta  (solusta  poistettu  DNA)  voidaan  edelleen  puhdistaa  ja  toisaalta  puhdistettua 
DNA:ta tuskin voidaan enää eristää. Niin ikään DNA:n ekstraktio eli uutto on lähinnä 
DNA:n puhdistusta, mutta se voi myös olla oleellinen osa prosessia, jossa DNA eristetään 
proteiineista.
2.3  Solujen esikäsittely ja  DNA:n eristys
Nukleiinihappojen ja  erityisesti  DNA:n  eristäminen  on  keskeinen  biokemiallinen 
menetelmä  biotieteissä,  koska  puhdistettua  DNA:ta  käytetään  biolääketieteellisessä 
tutkimustyössä ja yhä enenevissä määrin kliinisessä diagnostiikassa.  DNA:n tutkimiselle 
ja  anylyyseille  on  oleellista  se,  että  ennen  DNA:n  eristystä  näytteet  esikäsitellään 
jatkomenetelmien edellyttämällä tavalla (kuva 4). 
7Kuva  4.  Solujen  esikäsittelykaavio  erilaisia  jatkosovelluksia  varten. Tutkimuksen 
kysymyksenasettelu  määrää  millaisia  esikäsittelyjä  soluille  tehdään  ennen  DNA:n 
eristystä  ja  puhdistusta.  Solujen  esikäsittelyn  ensivaiheet  DNA:n  eristyksessä  ovat 
yhteisiä kaikille esikäsittelymenetelmille. Kokosolulysaattimenetelmä soveltuu kliinisiin 
sovelluksiin  kuten  diagnostiikkaan(a),  mutta  se  ei  sovellu kromatiinin  rakenteen 
tutkimukseen. Vastaavat esikäsittelyt vaativat tuma-, sytoplasma- ja tumaekstraktifraktion 
valmistusta(b,c,d).  Sytoplasma  soveltuu  myös  totaali-RNA:n  ja  poly-A(+)mRNA:n 
eristykseen.  Tumien  DNA:ta  voidaan  käyttää  samoihin  sovelluksiin  kuin 
kokosolulysaattien DNA:ta, mutta myös proteiini-DNA-vuorovaikutusten tutkimiseen(c,e). 
Eristetyistä  ja  ehjistä  tumista  voidaan  valmistaa  ekstrakteja,  joita  käytetään 
transkriptiofaktorien  tunnistamiseen  (EMSA  ja  in  vitro Dnaasi  I  footprinting)(d). 
Permeabilisoidut solut valmistetaan NP-40:llä samoin kuin tumat(c,e). Näissä tapauksissa 
RNA  voidaan  eristää  sytoplasmasta.  Punaisella painettu  teksti  viittaa 
esikäsittelymenetelmän  soveltuvuutta  muihin  tutkimuksiin  tai  analyyseihin,  joita  tässä 
tutkimuksessa ei käsitellä.
82.3  DNA:n eristyksen ja puhdistuksen pääperiaatteet
DNA:n puhdistuksen päätavoitteena on poistaa näytteestä kontaminoivia biomolekyylejä 
kuten proteiineja,  RNA:ta,  hiilihydraatteja  ja  lipidejä  (11,13-15).  Lisäksi  SDS samoin 
kuin  pienimolekyyliset  ionit,  jotka  usein  on  lisätty  proteiinien  saostamiseen,  on 
poistettava DNA-preparaatista. NaCl:n proteiinien emäksisiin ryhmiin sitoutuvat kloridi-
ionit ja happamiin ryhmiin sitoutuvat natrium-ionit edesauttavat proteiinien saostumista. 
Tästä syystä   vetysidoksien muodostamiseen kykenemättömillä proteiineilla on erittäin 
voimakas pyrkimys  saostua vesiliuoksissa (kuva 5C) ja siirtyä saostuneessa muodossa 
esimerkiksi orgaaniseen faasiin, kun DNA:n puhdistuksessa käytetään orgaanista uuttoa 
fenolilla  ja  eetterillä/kloroformilla.  DNA:n  eristyksessä  orgaaniset  fenolin  ja 
kloroformin/eetterin käyttöön perustuvat orgaaniset ekstraktiomenetelmät  ovat edelleen 
varsin yleisessä käytössä.  Näiden haittana on se, että DNA:n puhdistukseen voi kulua 
jopa  kolmekin  päivää,  jos  näytteitä  on  useita  (15).  Lisäksi  orgaaniset  yhdisteet  ovat 
toksisia  ja  räjähdysherkkiä  sekä  aiheuttavat  ongelmajätettä.  Ekstraktioiden  jälkeen 
DNA:n pitoisuus on usein niin alhainen, että se on saostettava ja konsentroitava. Samalla 
ylimäärinen suola, SDS ja mahdolliset orgaanisten liuottimien jäänökset poistuvat. 
Proteiinien  saostus  korkealla  suolapitoisuudella  on  vuosikymmenien  ajan  ollut 
biokemiassa   käytetty  menetelmä,  joka  teki  uudelleen  paluun  1980-luvulla 
amerikkalaisen Millerin julkaistaessa menetelmänsä (14). Paitsi se, että kloridi-ionit ovat 
tehokkaita  proteiinien  saostajia,  ne  estävät  näytteen  endogeenistä  eli  sisäistä  DNaasi-
aktiivisuutta.  Tämän  vuoksi  korkeaaa  suolapitoisuutta  on  menestyksellisesti  käytetty 
korkealaatuisen  DNA:n  eristämiseen  tumallisista  soluista,  veren  valkosoluista  ja 
bakteereista (14-22). Suolalla eristetyn DNA:n on havaittu sopivan  hyvin  pitkienkin (20 
– 30 kb)  DNA-sekvenssien  monistamiseen PCR:llä,  mikä  ei  ole  mahdollista  fenolilla 
ekstrahoidulla DNA:lla, koska fenoliliuokset ovat happamia aikaansaaden DNA-rihmassa 
yhden  juosteen  katkoksia  (11,23). Paitsi  pitkien  PCR-fragmenttien  tuottoon,  suolalla 
eristetty DNA sopii myös kromatiinin tutkimuksiin ja genomisen DNA:n sekvensointiin 
(24,25),   genomisten  DNA-kirjastojen  valmistukseen  (26),  geenikartoitukseen, 
genotyypitykseen  ja  mutaatiotutkimuksiin  (16,24,26-30)  sekä  erilaisiin  DNA:n 
9analyyttisiin digestioihin (28,24,31-35).  Suolalla eristetyllä DNA:lla on kliinistä arvoa 
diagnostisena  menetelmänä,  sillä  sitä  on  käytetty  geneettisten  sairauksien 
(16,17,22,24,28,32,34,36-41)  ja infektioiden diagnostiikassa (31,33,42,43).
Laboratoriossamme  olemme  aiemmin  muuntaneet  klassiseen  proteiinien 
ulossuolausmenetelmään perustuvaa Millerin DNA:n eristämismenetelmää  (14). Millerin 
menetelmässä SDS:llä ja proteinaasi K:lla hajotettuja eli lyysattuja soluja inkuboidaan 
lyysipuskurissa useita tunteja, minkä jälkeen lisätään kyllästettyä natriumkloridiliuosta. 
Osittain  hydrolysoidut  ja  saostuneet  proteiinit  eristetään  DNA:sta  keräämällä  DNA:ta 
lasisauvalla ja liuottamalla DNA tislattuun veteen. DNA:n kokonaiseristysaika on noin 
yksi  työpäivä,  etenkin  jos  parin näytteen  sijasta  DNA puhdistetaan  useista  näytteistä. 
Millerin  menetelmässä  esiintyvän  työlään  lasisauvaeristysvaiheen  olemme  aiemmin 
korvanneet  yksinkertaisella,  helpolla  ja  nopealla  kolmella  peräkkäisellä  ja  hitaalla 
sentrifugoinnilla (15). Aluksi solut tai näistä eristetyt tumat resuspendoidaan SDS:ää ja 
proteinaasi  K:ta  sisältävään  lyysipuskuriin  siten,  että  solut/tuma  hajoavat  lysaateiksi 
samalla kun kromatiini liukenee (kuva 5A-C). Tämän jälkeen näytteet jäähdytetään  ja 
lisätään  NaCl:ia.  Tämän  seurauksena  proteiinit  saostuvat  (kuva  5D).  Tämän  jälkeen 
suoritetaan  yllä  mainitut  kolme,  hidasnopeuksista  sentrifugointia,  kukin  kestoltaan  15 
minuuttia  (kuva  5E).  Viimeisen  sentrifugoinnin  jälkeisestä  vesifaasista  presipitoidaan 
DNA pakkaskylmällä etanolilla (kuva 5F).
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Kuva 5. Kaavamainen esitys proteiinien ulossuolauksen periaatteesta. (A) Elävässä 
solussa  DNA on  liittyneenä  proteiineihin  (vihreät  pallot  ovat  proteiineja  ja  DNA on 
kaksoiskierteinen, koostuen punaisesta ja sinisestä nauhasta). Vaiheiden kirjaimet (A, B, 
C, D, E ja F) viittaavat tekstiin (2,11).
Muunnetulla  menetelmällä  olemme  eristäneet  kolmessa  tunnissa  genomista  DNA:ta 
viljellyistä  soluista  tai  plasmidi  DNA:ta bakteereista  (15).  Lisäksi  eristämämme DNA 
soveltuu  hyvin  RFLP:hen  (Restriction  Fragment  Length  Polymorphism),  DNA:n 
metylaatioanalyyseihin  (44,45),  kromatiinin  rakenteen  ja  toiminnan  tutkimiseen 
(15,44,46,47)  sekä  genomisten  kirjastojen  valmistukseen  (48).  Kolmeen  peräkkäiseen 
hitaaseen  sentrifugointiin  perustuva  DNA:n  eristysmenetelmä  on  suhteellisen 
helppokäyttöinen,  eikä  siinä   käytetä  toksisia  orgaanisia  liuottimia.  Lisäksi  se  tuottaa 
suuria  saaliita.  Menetelmämme  on  käytössä  erilaisissa  laboratorioissa  useissa  maissa 
(18,24,26,28,29,32,34,43,49).












Nykymuodossaan  menetelmässämme  on  kuitenkin  eräitä  haittapuolia.  Hitaat 
sentrifugoinnit lisäävät DNA:n eristykseen kuluvaa aikaa verrattuna esimerkiksi nopeaan 
sentrifugointiin  (18000  x  g  ja  1  min)  perustuviin  versioihin,  joita  on  kokeiltu 
laboratoriossamme (Laitinen, julkaisematon ja tämä työ) ja muualla (23). Paitsi se, että 
hitaat  sentrifugoinnit  ovat  aikaavieviä,  suurimolekyylimassaista  DNA:ta  sisältävä 
kromatiini  voi  olla  vain  osittain  liukoista,  jolloin  sentrifugoinnissa  saadaan  hyvin 
vaikeasti  sedimentoituva  proteiininappi.  Siksi  DNA:ta  sisältävän  supernatantin 
talteenottaminen  vaikeutuu,  jolloin  sentrifugoinnit  joudutaan  toistamaan.  Nopean 
sentrifugoinnin  versioilla  DNA:n  eristys  voitaneen  suorittaa  kahdessa  tunnissa  tai 
nopeammin, mutta ongelmana on ollut DNA-saaliin epäluotettavuus,  joka on ilmennyt 
saalismäärän  vaihteluna  (0,5  –  6  pg  DNA:ta/solu).  Tämä  puolestaan  johtuu  DNA:n 
kerasaostumisesta  proteiinien  kanssa.  Siksi  saaliin  pienenemisen  estämiseksi 
sentrifugointeja on toistettava. Aina tämäkään ei auta, vaan saalishävikki voi olla jopa 
80% ja  samalla  eristyksen  kokonaisaika  voi  kasvaa  tuntuvasti  (esimerkiksi  kolmesta 
tunnista jopa kuuteen tuntiin). Tutkimuslaboratoriossa eristysajan pidentyminen voi olla 
ymmärrettävää,  mutta ei  diagnostiikassa.  Siksi ideaalinen DNA:n eristysmenetelmä on 
nopea, luotettava ja tuottaa hyvän saaliin ilman huomattavampaa saalistappiota, ei sisällä 
toksisia orgaanisia liuottimia (fenoli, kloroformi), on teknisesti helppo ja ongelmaton ja 
tuottaa korkealaatuista DNA:ta vaativiin sovelluksiin.
2.4  Tutkimuksen malligeenin, ihmisen tp53-geenin, rakenne
Tässä  työssä  kuvataan  uudelleen  muokattu  proteiinien  ulossuolausmenetelmä 
korkealaatuisen  DNA:n  eristämiseksi  ja  puhdistamiseksi.  Eristetyn  DNA:n  laatu 
osoitetaan  sen  soveltuvuudella  genomisen  DNA-kirjaston  valmistukseen, 
kromosomikävelyyn  ja  DNA-kloonin  eristykseen  ja  karakterisointiin.  Tutkimuksen 
malligeeninä  käytetään  ihmisen  tuumorisupressorigeeniä,  tp53,  joka  eksoneineen  ja 
introneineen on n. 20-kb:n kokoinen (kuva 6A). tp53-geenin transkription säätelyalueet 
ovat poikkeuksellisia. Esimerkiksi  tp53-geenillä on ainakin kolme promoottoria, P1, P2 
ja  P3  (50).  P1  on  tp53-geenin  varsinainen   promoottori  ja  on  siten  vastuussa  tp53-
spesifisen mRNA:n transkriptiosta (kuva 6B). Siltä puuttuu tyypillinen RNA-polymeraasi 
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II sitovan TBP-proteiinin TATA-tunnistussekvenssi (48,51).  tp53-geenin ensimmäisessä 
intronissa  sijaitsee  P2-promoottori,  joka  säätelee  intronin  sisällä  olevan  geenin 
transkriptiota.  P3-promoottori  on  neljännessä  intronissa  (kuva  6B).  tp53-geenin 
promoottori/enhancer-alueella on nejäs promoottori (kuva 6C), joka koodaa tp53-geenistä 
päinvastaiseen eli ns. anti-sense suuntaan  WRAP53 transkriptia (48,52-54).
Kuva  6.  Tutkimuksen  malligeeni,  ihmisen  kasvurajoitegeeni,  tp53. (A)  Ihmisen 
kasvurajoitegeeni,  tp53, sijaitsee kromosomialueella 17p13.1 (50), missä p53-lokuksella 
on  päällekkäisiä  sekvenssejä  WRAP53-lokuksen  kanssa.  (B)  tp53-geenin  introneista 
suurin on ensimmäinen introni, joka on melkein 10 kb:n pituinen. Geenin silmukointi on 
esitetty geenin alapuolella (vinot viivat) ja vaihtoehtoinen silmukointi geenin yläpuolella. 
Kuvassa  on  esitetty  tp53-geenin  promoottorit  P1,  P2  ja  P3.  tp53-geenin 
enhancer/promoottori-alueella  sijaitsee  WRAP53-geenin  promoottori,  mistä  edelleen 
ylävirtaan  sijaitsee  tp53-promoottori/enhancer-alueen  ainoa  Sma  I-restriktioentsyymin 
tunnistuskohta (48). Transkriptien 5´-3´ suunnat on merkitty nuolilla.
   
P (WRAP53/WDR79/flj10385)








2.5  Kromosomikävelyn periaate vektoretti-PCR-tekniikalla
Tässä työssä kromosomikävely aloitetaan  tp53-geenin ensimmäisestä intronista,  läheltä 
P2-promoottoria,  (nukleotidista  +1315  5´-suuntaan)  kohti  varsinaista  P1-promoottoria 
(kuva 6C). Kromosomikävelyssä sekvenssiltään tuntematon DNA-alue monistetaan siten, 
että se ligoidaan vektoreteiksi kutsuttuihin oligonukleotidilinkkereihin (55,56). Vektoretit 
ovat rakenteeltaan kaksijuosteisia kuplamaisia oligonukleotidilinkkereitä, joiden 5´- ja 3- 
päät  ovat  kaksijuosteisia  ja  toisilleen  komplementaarisia,  kun  taas  keskiosa  on 
pariutumatonta  DNA:ta  (kuva  7C).  Kuten  kuvassa  7  on  esitetty,  ligaatiovälitteiseen 
PCR:ään perustuvalla vektoretti-PCR:llä voidaan haluttu geenialue monistaa ilman että 
käytössä  olisi  geenin  5´-aluetta  tunnistavaa  geenispesifistä  aluketta  (55,56).  Tämä 
mahdollistaa  sen,  että  elävästä  solusta  voidaan  eristää  DNA:ta,  joka  ligoidaan 
vektoretteihin.  Näin aikaansaadaan genominen DNA-kirjasto,  josta  vektoretti-PCR:ään 
perustuvalla  kromosomikävelyllä  voidaan  monistaa  sekvenssiltään  aiemmin 
tuntemattomia  DNA-klooneja  (kuva 7).  Alkuperäisillä  vektoretti-spesifisillä  alukkeilla 
suoritettu kromosomikävely ei ole tuottanut juuri 500 emäsparia pidempiä PCR-tuotteita 
(48,55,56). Fragmenttien pienuus johtuu siitä, että vektorettien  repetitiivisten triplettien 
vuoksi niiden monistustarkkuus on huono aiheuttaen paljon epäspesifistä monistusta (48). 
Siksi  olemme  aiemmin  korvanneet  alkuperäiset  vektoretit  (55,56)  uusilla 
vektorettisekvensseillä, joita luonnossa ei esiinny (48). Uusilla vektoreteilla PCR-mostus 
tuottaa 0,5 kb:n asemesta yli  2-kb:n pituisia,  tp53-geenille spesifisiä sekvenssejä (48). 
Parannetuilla vektoreteilla löysimme tp53-geenin 5´-alueelta aikaisemmin tuntemattoman 
promoottorin,  joka  koodaa  tp53-geenistä  päinvastaiseen  eli  ns.  anti-sense  suuntaan, 
nukleotidista  -1009  lähtien  luettavaa  flj10385-transkriptia  (kuva  6C).  Alustavat 
tutkimuksemme sekä myöhemmin muiden tutkimukset osoittivat että,  tällä geenillä on 
mahdollisesti  yhteisiä  säätelijäelementtejä  eli  transkriptiofaktorien tunnistussekvenssejä 
tp53-geenin promoottorin kanssa (48,52). Garcia-Closas et al. (52)  käyttivät flj10385:sta 
nimeä  WDR7 ja  Farnebon  tutkimusryhmä  (53)  otti  käyttöön  sen  nykyisen  nimen  eli 
WRAP53 (kuva 6C). Vaikuttaa siltä, että WRAP53 geenin ilmentyminen on muuntunutta 
useissa syöpätyypeissä (52,53,54).
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Kuva  7.   Genomisten  DNA-kirjastojen  valmistus  ja  kromosomikävelyn  periaate 
vektoretti-PCR:llä.  Genomisen DNA-kirjaston valmistamiseksi (A) solusta eristetty ja 
proteiinien ulossuolaustekniikalla puhdistettu DNA (B) pilkotaan esimerkiksi Sma  I - 
restriktioentsyymillä.  (C) DNA-kirjaston valmistusta  varten pilkottu DNA liitetään T4 
DNA-ligaasin  avulla  vektoretteihin  eli  kuplamaisiin  oligonukleotilinkkereihin.  (D) 
Kromosomikävelyä varten suoritetaan PCR käyttämällä linkkerispesifistä aluketta (“v1p” 
eli  “vectorette  primer”)  ja  primaarista  geenispesifistä  aluketta  (“GSP#1”).  PCR alkaa 
ensimmäisen  monistussyklin  DNA:n  denaturaatiolla,  jolloin  sisarjuosteet  eroavat 
toisistaan,  minkä  jälkeen  tätä  välittömästi  seuraa  geenispesifisen  alukkeen  liittyminen 
tunnistussekvenssiinsä.  Vektorettispesifinen  aluke  ei  voi  vielä  tunnistaa 
kohdesekvenssiään,  koska  geenispesifinen  aluke  ei  vielä  ole  riittävästi  pidentynyt  eli 
elongoitunut.  (E)  Aloitussyklin  jälkeen  myös  vektorettispesifinen  aluke  kykenee 
tunnistamaan sekvenssinsä ja monistus edistyy ainakin teoreettisesti eksponentiaalisesti. 
(F)  Sekundaarisessa  PCR:ssä  käytetään  upotettuja  (nested  primers)  alukkeita,  jotka 
ulottuvat alkuperäisiä alukkeita pidemmälle 3´-suuntaan. Nämä upotetut alukkeet voivat 








olla  primaarille  alukkeille  osittain  päällekkäisiä  tai  ne  voivat  olla  kokonaan  erilaisia 
sekvenssejä.  Kuvan  pienet  ”väkäset”  DNA-fragmentteja  kuvaavissa  palkeissa 
symboloivat 5´-pään vapaita fosfaattiryhmiä.  Vektorettisekvenssit on irrotettu insertistä 
restriktioentsyymidigestiolla (kaksi alinta fragmenttia)(48).
Kromosomikävelyyn  käytettävä  DNA  eristetään  ihmisen  Jurkat-,  K562-  tai  U937-
jatkoviljelysoluista.  DNA:n  eristysmenetelmästä  käytetään  jäljempänä  nimitystä  "uusi 
menetelmä”  erotukseksi  aikaisemmin  julkaistusta  menetelmästä,  ”vanha  menetelmä”. 
Solut tai näiden tumat hajotetaan SDS:llä. Näin aikaansaatuihin lysaatteihin lisätään  5 M 
NaCl:ia,  jolloin  proteiinit  sakkautuvat.  Tämän  jälkeen  saostuneet  proteiinit  poistetaan 
kolmella suurinopeuksisella (18000 x g), sentrifugoinnilla, kukin kestoltaan 10 sekuntia. 
Saadusta vesifaasista DNA saostetaan huoneenlämpöisellä etanolilla (kuva 7). Tämä uusi 
proteiinien  ulossuolausmenetelmä  yhdistettynä  tehokkaaseen  solujen  esikäsittelyyn 
aikaansaa  sen,  että  elävästä  solusta  voidaan  60  minuutissa  eristää 
suurimolekyylimassaista DNA:ta. Eristetty DNA on puhdasta ja sitä saadaan 5-6 pg/solu. 
Se soveltuu vaativiin menetelmiin kuten kromatiinin tutkimukseen ja genomisten DNA-
kirjastojen valmistukseen ja kromosomikävelyyn vektoretti-PCR:llä.
3 Aineisto ja menetelmät
3.1  Solulinjat
Työssä  käytettiin  ihmisen  Jurkat,  K562  ja  U937  jatkoviljelysoluja.  Jurkat  solut  ovat 
immortalisoituja ihmisen leukeemisia T-lymfosyyttejä  (57). K562-solulinja on ihmisen 
varhainen  erytroblastinen/leukeeminen  solulinja  (58).  Tutkimuksen  kolmas  solulinja, 
U937-solulinja on histiosyyttinen lymfooma  (59).
Soluja  kasvatettiin  soluviljelypulloissa  (Nunc  tai  vastaava)  useimmiten  35  ml:n 
tilavuuudessa  elatusainetta,  joka  koostui  RPMI  1640-elatusaineesta  (Roswell  Park 
Memorial  Institute  medium) sisältäen 10% FCS:ää (Foetal  Calf  Serum, GIBCO) sekä 
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125  yksikköä  millilitrassa  penisilliiniä  ja  125  µg/ml  streptomysiiniä.  Rittävän 
solutiheyden saavuttamisen jälkeen solut kerättiin ja niistä  eristetiin DNA.
3.2 Jäähaude
Menetelmä edellyttää jäähauteen käyttöä. Jääkone, joka tuottaa jäätä haudetta varten on 
hyvin  varustetun   laboratorion  perusvälineistöä.  Aina  jäätä  ei  ole  saatavilla,  kuten 
esimerkiksi kenttäolosuhteissa, jolloin jäähauteen voi valmistaa seuraavasti: Sekoitetaan 
yksi  osa  ammoniumkloridia,  yksi  osa  natriumnitraattia  ja  yksi  tai  kaksi  osaa  vettä 
keskenään.  Asetetaan  seoksen  päälle  jääkuutiomuotti,  joka  sisältää  vettä.  Sijoitetaan 
laitteisto kylämälaukkuun ja näin aikaansaadaan jäähaude, jonka lämpötila on -15 - -20-
astetta.  Seuraavaksi  asetaan  toiseen  kylmälaukkuun  astia,  johon  laitetaan  1,5  osaa 
kidevedellistä kalsiumkloridia (CaCl2 x 6 H2O) ja tämä yhdistetään yhteen osaan jäätä ja 
sekoitetaan. Aikaansaadun  jäähauteen lämpötilan pitäisi olla   -40 - -50-astetta. Asetetaan 
toiseen kylmälaukkuun astia,  johon laitetaan yksi  osa natriumkloridia  (NaCl) ja tähän 
yhdistetään kolme osaa jäätä, sekoitetaan ja näin saavutetaan  -5 - -18-asteen lämpötila. 
Yhdistämällä  jääntekoprosesseja  keskenään  voidaan  saada  ainakin  minimitarpeen 
tyydyttävä määrä jäätä.
3.3 Solunäytteiden esikäsittely
Solujen  esikäsittelyn  ensivaiheet  DNA:n  eristyksessä  ovat  yhteisiä  kaikille 
esikäsittelymenetelmille (kuva 4). DNA:n eristykseen käytettävien solujen lukumäärä voi 
vaihdella  huomattavasti  rippuen   DNA:n  käyttötarkoituksesta.  Esimerkiksi  PCR:ään 
riittää  100 ng:a DNA:ta tai  vähemmän,  mikä  vastaa 17 tuhatta  solua,  kun diploidissa 
nisäkässolussa  arvioidaan  olevan  6  pg  DNA:ta.  Sen  sijaan  Southern-hybridisaation 
edellyttämä DNA-määrä on 10 µg/kaivo, mikä vastaa noin 1,7 miljoonaa solua. 
Esimerkiksi 1,6 x 107 (solumäärä saaattoi vaihdella 0,8 x 105 - 40 x 106) ihmisen Jurkat, 
K562  tai  U937   solua  yhdistetään  50  ml:n  polypropyleeniputkessa  ja  kerätään 
sentrifugoimalla  pöytäsentrifuugissa  400  x  g  ja  5  min.  Solunappi  pestään  1  ml:lla 
fosfaatilla puskuroidulla keittosuolaliuoksella (PBS), solut resuspendoidaan PBS:ään eli 
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niistä tehdään uudelleen suspenssio, joka siirretään puhtaaseen mikrosentrifuugiputkeen 
ja sentrifugoidaan n. 20000 x g (Eppendorf, Saksa) viiden sekunnin ajan. Solut pestään 
0,5 – 1,0 millitrassa puskuria A  (15 mM Tris, pH 7,4 - 80 mM KCl - 5 mM MgCl2 - 5 % 
glyserolia) tai puskurissa A2 (retikulosyytti-standardi-puskuri, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 - 
10 mm NaCl - 3 mm MgCl2).  DNA:n eristystä  varten solut  suspendoidaan 50  µl:aan 
(tumat ja tumalysaatit) tai 200 µl:aan puskuri A:ta (kokosolulysaatit).  
3.4 Solu- ja tumalysaattien valmistus ja kromatiinin digestio nukleaaseilla
Esikäsittelymenetelmistä  teknisesti  yksinkertaisin  on  kokosolulysaattien  valmistus  ja 
DNA:n eristys näistä lysaateista on hyvin nopeata. Pikaeristyksessä puskurissa A olevaan 
solususpenssioon lisätään yhtä suuri määrä (esim. 200 µl) +55 0C lyysipuskuria, puskuri 
C:tä (100 mM EDTA, pH 8,0 - 1,0% SDS), joka  ei sisällä proteinaasi K:ta (puskuri C – 
paseK)  tai  sisältää  0,5  mg/ml  proteinaasi  K:ta  (puskuri  C  +  paseK).  Solulysaattia 
inkuboidaan +55 0C:ssa, välillä käännellen, muutamia sekunteja tai koko yön. Huonosti 
liuenneita  näytteitä  voidaan  liuottaa  pipetoimalla  varovaisesti  edestakaisin  viskoosia 
kromatiinimassaa  1  ml:n  kokoisen  mikropipetin  kertakäyttökärjen  läpi.  Toinen 
mahdollisuus on se, että näytteen solumäärä puolitetaan ja kromatiinin liuotus toistetaan. 
Solulysaatit, joiden kromatiini on liuenneena, ovat valmiita DNA:n  suolaekstraktioon.
Nukleaasidigestioita  varten  puskurissa A olevaan solususpenssioon lisätään  yhtä  suuri 
tilavuus, esimerkiksi 50 µl, kylmää 0,4% NP-40 detergenttiä sisältävää puskuri B:tä (15 
mM Tris, pH 7,4 - 80 mM KCl - 5 mM MgCl2 - 5 % glyserolia).  DNaasi I (Bovine 
Pancreatic  RNase-free  DNase  I,  Boehringer-Mannheim,  Saksa)  -  tai  MNaasi  (S7-
nuclease,  Boehringer-Mannheim)-digestioita  varten  puskurissa on oltava  rittävä  määrä 
kahdenarvoisia  kationeja.  Esimerkiksi  DNaasi  I  tarvitsee  Mg2+-ioneja  kyetäkseen 
yhdenjuosteen katkoksiin ja kahdenjuosteen katkosten aikaansaamiseen se tarvitsee Mn2+-
ioneja. Sitä vastoin MNaasi tekee kahdenjuosteen katkoksia Ca2+-ionien läsnäollessa (11, 
44, 45, 46, 60).  Halutun inkubaatioajan jälkeen (esim. 10 minuuttia)  reaktio pysäytetään 
lisäämällä  yhtä  suuri  tilavuus  (200µl)  lyysipuskuria  (puskuri  C),   ja  solulysaattia 
inkuboidaan +550 C:ssa kuten edellä  on kuvattu.
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Tumien  eristämiseksi,  tumaekstraktien  valmistamiseksi  ja  sytoplasmafraktioiden 
tekemiseksi  puskurissa  A  olevaan  solususpenssioon  lisätään  yhtä  suuri  tilavuus, 
esimerkiksi  50  µl,  kylmää  0,4%  NP-40  detergenttiä  sisältävää  puskuri  B:tä. 
Permeabilisoidut solut tai tumat kerätään lyhyellä sentrifugoinnilla (20000 x g, 5 sek). 
Sytoplasmasta  voidaan  eristää  RNA:ta  (15,44,61)  ja  tumat  voidaan  käyttää  DNA:n 
eristykseen tai tumaekstraktin valmistamiseen (11,12). Sentrifugoidut ja permeabilisoidut 
solut  tai  tumat  resuspendoidaan  0,20  ml  puskuri  A:ta  nukleaasidigestioita  varten  tai 
suoraan  DNA-eristykseen,  jolloin  suspenssioon  lisätään  yhtä  suuri  tilavuus  (0,2  ml) 
lyysipuskuria  (puskuri  C)  ja  solulysaattia  inkuboidaan  +550  C:ssa,  kuten  edellä   on 
kuvattu.
3.5 DNA:n uutto ruokasuolalla 
Proteiinien ulossuolausta varten solu- tai tumalysaatit jäähdytetään nopeasti jäissä, minkä 
jälkeen lysaatteihin lisätään kyllästettyä NaCl:ia tai 5 M NaCl lopulliseksi pitoisuudeksi 
1,2 M. Näytteitä sekoitetaan eli vorteksoidaan voimakkaasti viisi tai 10 sekuntia, jolloin 
proteiinien on tarkoitus saostua. Saostuneet proteiinit poistetaan kolmella peräkkäisellä 
sentrifugoinnilla (20000g ja 10 sek.) huoneenlämmössä. Kunkin sentrifugoinnin jälkeen 
supernatantti kerätään ensisijaisesti dekantoimalla, toissijaisesti pipetoimalla, puhtaaseen 
mikrosentrifuugiputkeen. 
3.6 DNA:n saostus etanolilla ja näytteiden kuivaus
Suolaekstraktiossa saadusta viimeisestä (kolmannesta) supernatantista,  DNA saostetaan 
kaksinkertaisella  tilavuudella  huoneenlämpöistä  99,9%  etanolia  (voidaan  seisottaa 
etanolissa yön ajan tai säilyttää vuosikausia  -20 ° C: ssa), sekoitetaan ja sentrifugoidaan 
mikrosentrifuugissa  20000  x  g  ja  10  min   huoneenlämmössä.  DNA-nappi  pestään 
huuhtelemalla varovaisesti 70% huoneenlämpöisellä etanolilla ja sentrifugointi toistetaan 
20000  x  g  ja  10  min.  Tämän  jälkeen  etanolia  sisältävä  supernatantti  poistetaan 
mikropipetillä.  Näytteet  ilmakuivataan  muutaman  minuutin  ajan  ja 
mikrosentrifuugiputken  ”hattu”  (korkki)  jätetään  auki  ja  ilmakuivausta  jatketaan  niin 
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kauan kunnes  putkessa ei nähdä nestettä. Useimmiten kuivaus tällä tavoin kestää noin 10 
– 15 minuuttia, kun ylimääräinen etanoli on  poistettu huolellisesti.
Työn  kaikissa  pipetointeja  vaativissa  vaiheissa  käytetään  aerosoleille  resistenttejä 
mikropipetin kärkiä DNA-kontaminaatioiden vähentämiseksi ja estämiseksi  (ART10F, 
ART100, ART200 ja ART1000; Molecular Bio-Products, San Diego, USA).
3.7  DNA:n pitoisuusmääritys
Etanolilla saostetut  näytteet liuotetaan  10 µl:aan 10 mM Tris-Cl (pH 7,0) ja tästä otetaan 
DNA:n spektrofotometrisiin pitoisuusmäärityksiin 1 µl DNA-näytettä, joka laimennetaan 
1:50 tris-puskurissa,  jolloin lopulliseksi  tilavuudeksi  saadaan 50  µl.  DNA määritetään 
kvartsikyvetissä  aallonpituuksilla  λ=260  nm  ja  λ=280  nm.  Pitoisuusmääärityksissä 
oletetaan O.D. λ=260nm = 1, kun DNA:n pitoisuus on 50 ng/µl.  Vaihtoehtoisesti DNA:n 
määrä  (massa)  voidaan  määrittää  arvioimalla  agaroosigeelissä  ajettujen  DNA-
fragmenttien intensiteettejä molekyylimassamarkkereihin (kts.  agaroosigeelielektroforee-
si). 
3.8 Oligonukleotidit ja alukkeet 
Vektorettien  oligonukleotidit  ja  alukkeet  (primerit)  on  suunniteltu  kuten  aikaisemmin 
kuvattu  (48).  Vektorettioligonukleotidit  ja  niitä  vastaavat  PCR-alukkeet  sekä  tp53-
geenispesifisiset oligonukleotidit syntetisoitiin Genset:ssä (Ranska) ja niiden sekvenssit 
on esitetty taulukossa I.
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Taulukko I. Työssä käytetyt vektoretit, ja niitä vastaavat PCR-alukkeet.
3.9 Genomisen  DNA-kirjaston valmistus ja kromosomikävely
Genomisten DNA-kirjastojen valmistamiseksi puhdistettu DNA jaetaan 1  µg suuruisiin 
eriin ja pilkotaan 10 yksiköllä Sma I-restriktioentsyymiä (New England Biolabs, USA) 
25 µl kokonaistilavuudessa, joka sisältää Sma I-restriktioentsyymin 10x puskuria 2,5 µl. 
Tislatulla  vedellä  kokonaistilavuus  säädetään  25  µl:ksi  ja  inkubointi  suoritetaan 
huoneenlämmössä tunnin ajan  (48). DNA-kirjaston tekoa varten pilkottu DNA liitetään 
T4  DNA-ligaasin  avulla  vektoretteihin  (L2  tai  L1C,  taulukko  II).  Ligaatioreaktiossa 
käytetään New England Biolabsin 10 x T4 DNA puskuria (sisältää 10 mM ATP) 3,5 µl, 
linkkerilaimennosta (25 µM) 1,9 µl (reaktiossa on vektorettia 47,5 pmol), 1 µl T4 DNA 
ligaasia  (400  U/µl),  40% PEG 8000  22,5  µl.  Näytteen  lopullinen  tilavuus  säädetään 










tislatulla  vedellä   60  µl:ksi.  Näytteitä  inkuboidaan  +16°  C:ssa  yli  yön  tai  eräissä 
tapauksissa tunnin ajan +37° C:tta, minkä jälkeen entsyymi inaktivoidaan +65° C: ssa 10 
min. Tämän jälkeen genominen DNA-kirjasto on valmis kromosomikävelyyn tai muuhun 
kloonaukseen. 
Näin  aikaansaadusta   DNA-kirjastosta  ihmisen  tp53-geenin  5´-säätelyalue  kloonataan 
käyttämällä  kromosomikävelyssä  promoottorista  n.  1300  emäsparia  alavirtaan  eli  3´-
suuntaan  sijaitsevaa  kohde-emäsjärjestystä,  joka  on  ensimmäisen  geenispesifisen 
alukkeen  (1315p53i)  tunnistuskohta.  Kromosomikävelyn  herkkyyden  lisäämiseksi 
ensimmäisen kromosomikävelyn PCR-seos laimennetaan sekundaarista PCR:ää varten, 
jossa  alukkeina  käytetään  vektorettialuketta  ja  upotettua  geenispesifistä  aluketta 
(1291p53ii),  jonka  tunnistuskohta  on  edellisen  eli  1315p53i-alukkeen 
tunnistussekvenssistä ylävirtaan sijaitseva sekvenssi.
Kromosomikävelyä varten PCR suoritetaan 50 µl:n tilavuudessa. PCR-liuos sisältää 500 
µM  dNTP:n,  11  ng  kirjasto-DNA:ta,  15  pmol  kutakin  aluketta  (nL2P  tai  nLC1P  ja 
primaarinen  geenispesifinen  aluke,  1315p53i).  PCR:sssä  käytettävien  reaktioliuosten 
valmistamiseksi,  PCR-mikroputkeen  siirrettään  mikropipetillä  5  µl  yllä  aikaansaatua 
DNA-kirjastoa,  0,72  µl  25  µM  tai  1,8  µl  10  µM  dNTP-liuosta,  0,6  µl  25  µM 
geenispesifistä ja vektorettispesifistä aluketta. Lopullinen tilavuus säädetään vedellä 25 
µl:ksi.  Kutakin  reaktiota  varten  otetaan  toinen  PCR-mikroputki,  johon  lisätään  5  µl 
DyNAzyme  EXT puskuria,  2  µl  50  mM MgCl2:ia,  1-3  µl  DyNAzyme  polymeraasia 
(Pwo/Taq-DNA-polymeraasi)  ja  vettä  siten,  että  tilavuudeksi  saadaan  25  µl.  DNA:ta 
sisältävä PCR-putki asetetaan valmiiksi ohjelmoituun PCR-laitteeseen (GeneAmp 2400, 
Perkin-Elmer, USA) ja toisesta, entsyymiä sisältävästä PCR-putkesta, pipetoidaan 25 µl 
reaktioliuosta DNA-näytteeseen PCR:n käynnistämiseksi.
PCR  alkaa  ensimmäisen  monistussyklin  DNA:n  denaturaatiollla  (2  min  ja  +93  °C), 
jolloin sisarjuosteet eroavat toisistaan. Tätä seuraa 10 sykliä, joissa denaturointi +93 °C 
10 sekunnin ajan, yhteenliittyminen (engl. Annealing) 67 °C:ssa 30 sekuntia ja ketjun 
pidentyminen  eli  polymerisaatiovaihe  (elongation),  68  °C:ssa  6  minuuttia  (kuva  6D). 
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Aloitusyklejä seuraa 20,  edellisille melkein identtistä, sykliä. Syklien erona on kuitenkin 
se, että 6 minuutin elongaatiovaihetta pidennetään 20 sekunnilla jokaista alkavaa uutta 
sykliä  kohti.  Monistuksen  jälkeen  primaarinen  PCR-näyte  laimennetaan  1:1000  ja 
sekundaari PCR:ään käytetään 5 µl primaari PCR:n DNA:ta. Sekundaari-PCR suoritetaan 
samalla tavalla kuin primaari-PCR, mutta nyt käytetään upotettua geenispesifistä aluketta 
(1219p53ii), joka sijaitsee  hieman lähempänä P1-promoottoria. Vektorettialukkeina on 
samat kuin primaari-PCR:ssä eli (nL1CP tai nL2P).
3.10 Agaroosigeelielektroforeesi
 
3.10.1 Ei-denaturoiva eli DNA:n natiivi agaroosigeelielektroforeesi
Eristetty DNA, PCR-tuotteiden ja restriktioentsyymianalyysillä pilkotut DNA-fragmentit 
analysoidaan elektroforeesilla 1,0 % tai 1,5 % agaroosigeeleissä joko denaturoivissa tai 
ei-denaturoivissa  olosuhteissa  (11).  1,0%:sta  agaroosigeeliä  käytetään 
suurimolekyylimassaisen kromosomaalisen DNA:n toteamiseksi ja analysoimiseksi. Sen 
sijaan  1,5%:sta  geeliä  käytetään  pienimolekyylimassaisten  DNA-fragmenttien,  kuten 
PCR-tuotteiden  ja  restriktioentsyymifrgmenttien  analyyseihin.  Geeliajoa  varten 
sekoitetaan 1 µl DNA-näytettä, 8 µl TE:tä  (1 mM Tris; pH 8,0 – 0,1 mM EDTA) ja 1 µl 
10x geelilatauspuskuria, joka on koostumukseltaan:  100 mM EDTA; pH 8,0 -  20 % 
Ficoll  (type  400;  Pharmacia)  -  0.25%  bromophenol  blue.  Ajo  suoritetaan  10  V/cm. 
DNA-molekyylit  värjätään  Sybr  Green  I  väriaineella  (FMC  Bioproducts,  Rockland, 
USA) valmistajan ohjeen mukaan ja visualisoidaan UV-valolla tai sinisellä valolla  (Dark 
Reader,  Englanti).  Molekyylimassamarkkereina  työssä  käytetään  HindIII-
restriktioentsyymillä  digestoitua  λ-faagin  ja  HaeIII-restriktioentsyymillä  digestoitua 
ΦΚ174-faagin DNA:ta. Fragmenttien koot ilmoitetaan emäspareina eli “bp” ja ne ovat: 
23130, 9416, 4361, 2322, 2027, 1353, 1078, 872, 603, 564, 310, 281,271, 234, 194, 125, 
118 ja 72 bp (Finnzymes, Espoo).
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3.10.2 Agaroosigeelielektroforeesi DNA:ta denaturoivissa olosuhteissa 
NaOH:n  lisäys  agaroosiliuokseen  aiheuttaa  agaroosipolymeerien  hydrolyysin.  Tämän 
vuoksi  denaturoivat  agaroosigeelit  valmistetaan  neutraalissa,  puskuroimattomassa 
liuoksessa  (50  mM  NaCl  ja  1  mM  EDTA)  ja  tasapainotetaan  alkaalisessa 
elektroforeesipuskurissa  ennen  geeliajoa  (11).  Denaturoivan  agaroosigeelin 
valmistamiseksi lisätään esimerkiksi 1 g agaroosia 100 ml:aan 50 mM NaCl:ia ja 1 mM 
EDTA:ta.  Seos  kuumennetaan  mikroaaltouunissa,  kunnes  agaroosi  liukenee,  liuos 
jäähdytetään  50°C:een ja tämän jälkeen geeliliuos valetaan geeliajokelkkaan ja geelin 
annetaan  jähmettyä  (11).  Sen  jälkeen  lisätään  riittävä  määrä  alkaalista 
elektroforeesipuskuria  (30 mM NaOH - 1 mM EDTA), jotta geeli  peittyy  n.  3-5 mm 
paksuisella  nestekerroksella.  Puskurin  annetaan  imeytyä  geeliin  ainakin  30  minuuttia 
ennen  näytteiden  lataamista  kaivoihin.  Pitoisuusmääritetyt  DNA-näytteet 
etanolisaostetaan,  sentrifugoidaan  (kuvattu  yllä)  ja  liuotetaan  10-20  µl alkaaliseen 
latauspuskuriin (50 mM NaOH - 1 mM EDTA -  2.5% Ficoll; type 400; Pharmacia - 
0.025%  bromocresol  green).  DNA:n  latauksessa  käytetään ”kuivaa  latausta”,  jossa 
ylimääräinen  elektroforeesipuskuri poistetaan geelin päältä, kun DNA-näytteet  ladataan. 
Varsinaisessa ajossa geeliä peittää vain n. 1 mm paksuinen filmi elektroforeesipuskuria. 
Geeliajo suoritetaaan 7.5 V/cm kunnes väri on ajatunut n. 8 cm. Ajon päätyttyä  geeli 
siirretään neutralisointipuskuria (1 M Tris Cl, pH 7.6  - 1.5 M NaCl) sisältävään astiaan, 
missä geeliä neutraloidaan tunnin ajan. Tämän jälkeen geelin DNA-fragmentit värjätään 
Sybr Green I väriaineella ja valokuvataan. 
3.11 DNA sekvensointi ja tietokantahaut
Kloonattujen DNA-fragmenttien  emäsjärjestys  eli  sekvenssi selvitettiin  automaattisella 
DyeDeoxyTM Terminator Cycle sekvensoinnilla (ABI-310, Applied Biosystems, USA). 
Sekvenssoinnissa  käytettiin  joko  vektoretti-  tai  geeni-spesifisiä  alukkeita.  Saatuja 
sekvenssejä  analysoitiin  sekä  Apple-tietokonepohjaisilla  DNA-strider,  GeneJockey, 
McMolly  ja  Sequencher-ohjelmilla  ja  verrattiin  NCBI:n  tietokannan 
(http://www.ncbi.nlm.nih) sekvensseihin analysointia ja tunnistusta varten (48). 
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4 Tulokset ja johtopäätökset
Tässä  työssä  kuvataan  uudelleen  muokattu  proteiinien  ulossuolausmenetelmä  DNA:n 
eristämiseksi  ja puhdistamiseksi.  Siinä solut tai  näistä  eristetyt  tumat  resuspendoidaan 
huolellisesti  +55-asteiseen  SDS:ää ja proteinaasi  K:ta  sisältävään lyysipuskuriin  siten, 
että   solut  hajoavat  solulysaateiksi  samalla  kun  kromatiini  liukenee.  Tämän  jälkeen 
näytteet asetetaan jäihin ja välittömästi nopean jäähdytyksen jälkeen lisätään 5 M NaCl:ia 
tai kyllästettyä ruokasuolaa (n. 6 M) lopulliseen konsentraatioon (n. 1,2 M). Tätä seuraa 
nopea  sekoitus  (vorteksointi),  jolloin  proteiinit  sakkautuvat  (kuva  5).  Tämän  jälkeen 
tehdään kolme suurinopeuksista (18000 x g) sentrifugointia, kukin kestoltaan 10 sekuntia, 
eikä  15  minuuttia  kuten  vanhassa  menetelmässä  (15).  Viimeisen  sentrifugoinnin 
jälkeisestä  vesifaasista  presipitoidaan  DNA  huoneenlämpöisellä  etanolilla.   Eristetty 
DNA,  jota  saadaan  5-6  pg/solu,  soveltuu  vaativiin  sovelluksiin,  kuten  genomisten 
kirjastojen  valmistukseen  ja  kromosomikävelyyn  vektoretti-PCR:llä  ja  aikaansaatujen 
DNA-kappaleiden sekvenssointiin.  DNA:n kokonaiseristysaika,  kun aloitetaan elävästä 
solusta ja päädytään puhtaaseen ja jatkosovelluksiin valmiiseen DNA-preparaattiin,  on 
noin tunti tai vähemmän.
DNA:n  eristys  kokosolulysaateista  on  todellinen  pikaeristysmenetelmä.  Se  on 
esikäsittelymenetelmistä  teknisesti  yksinkertaisin.  Nopeutensa  puolesta  kyseessä  on 
pikaeristysmenetelmä, mutta eristetty DNA on korkealaatuista ja soveltuu soveltuu hyvin 
genomisten  DNA-kirjastojen  valmistukseen  geenikartoitukseen,  genotyypitykseen  ja 
mutaatiotutkimuksiin  (16,24,26-29)  samoin  kuin  erilaisiin  DNA:n  analyyttisiin 
digestioihin  (24,28,31-35) ja genomisen DNA:n sekvensointiin  (24,25). Se ei  sovellu 
kromatiinin rakenteen ja toiminnan tutkimiseen, koska määritelmän mukaisesti kyseessä 
on  SDS:llä  liuotettu  kokosolulysaatti,  jossa  DNA-proteiini-interaktiot  eivät  säily 
luonnonmukaisina.  Sen  sijaan  kokosolulysaateista  eristetyllä  DNA:lla  on  diagnostista 
arvoa  perinnöllisten  sairauksien  tutkimuksessa  ja  diagnostiikassa 
(16,17,22,24,28,32,34,36-41,62)  samoin  kuin  infektiosairauksien  diagnostiikassa 
(31,33,42,43).
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Päinvastoin  kuin  SDS,  proteinaasi  K  ei  ole  välttämätön  DNA:n  eristämisessä,  sillä 
DNA:n eristykset onnistuvat ilman proteinaasi K:ta. SDS-inkubaatioajan pituuskaan ei 
myöskään  ole  oleellinen  eristyksen  onnistumiseksi,  sillä  se  voi  olla  10  sekuntia  yhtä 
hyvin kuin 24 tuntia. Tärkeintä on kromatiinin liukeneminen, sillä jos liukeneminen on 
puutteellista, näytteen  kromatiini (liukenemattomat viskoosit ja limamaiset kokkareet tai 
kappaleet)  kerasaostuu proteiinien kanssa suurinopeuksisissa sentrifugoinneissa,  jolloin 
saalis  pienee huomattavasti. Esimerkiksi,  aikaisemmassa työssämme (15) havaitsimme 
saaliin  olevan  ainoastaan  10-40%  optimaalisesta,  kun  DNA  kerasaostui  proteiinien 
kanssa.  Solulysaatit  saavat  olla  viskooseja,  kunhan  niiden  sisältämä  materiaali  on 
homogeenista.  Paras  tapa  homogenoida  solulysaatti  on  resuspendoida  solulysaatteja 
varovaisesti  edestakaisin  riittävän väljän,   esimerkiksi  1 ml:n  kokoisen,   mikropipetin 
kertakäyttöisen  kärjen  läpi.  Pienempi  kärjen  koko  aiheuttaa  DNA-nauhan  katkeilua, 
jolloin suurimoolimassaisen DNA:n eristys epäonnistuu haitaten esimerkiksi genomisten 
DNA-kirjastojen  valmistusta.  DNA:n  koko  pienentyy  merkittävästi,  jos  käytetään 
homogenisaattoria,  sillä DNA on hyvin herkkä katkeamiselle.  Samantapainen ongelma 
voi myös esiintyä käytettäessä magneettipartikkeleita DNA:n eristyksessä. Onnistuneen 
homogenoinnin  jälkeen  proteiinit  voidaan  turvallisesti  saostaa,  jolloin  sentrifugoinnin 
jälkeen saadaan tiivis ja valkoinen proteiininappi ja DNA:ta sisältävä vesifaasi. Tällöin 
DNA  voidaan  vaivattomasti  kerätä  talteen  dekantoimalla  näyte  puhtaaseen 
mikrosentrifuugiputkeen,  jolloin  työn  suoritusnopeus  kasvaa  huomattavasti  verrattuna 
tavanomaiseen  näytteen  talteenottamiseen  mikropipetillä.  Lisäksi  dekantointi  vähentää 
huomattavasti  työssä  käytettyjen  filteroitujen  mikropipettikärkien  tarvetta.  Nämä 
parannukset  menetelmässä  nopeuttavat  DNA:n  eristystä,  sillä  proteiinien  ulossuolaus 
käsittäen sentrifugointivaiheet kestävät vanhan menetelmän 45 minuutin asemesta vain 
15 minuuttia. Jatkotoimenpiteitä varten, etanolilla saostettu ja pesty DNA ilmakuivataan 
ja  liuotetaan  veteen  tai  tarkoituksenmukaiseen  puskuriin  (esim.  TE-puskuri). 
Etanolisaostukset ja pesut 70% etanolilla suoritetaan huoneenlämpöisellä etanolilla, joka 
on  parempi  vaihtoehto  kuin  pakkaskylmä,  -20  0C-etanoli,  koska  huoneenlämpöinen 
etanoli  liuottaa  tehokkaammin  kontaminoivaa  SDS:ää  ja  Na+ ja  Cl- -ioneja. 
Vakuumikuivaus  ei  ole  suositeltavaa,  koska  se  on  aikaavievää  ja  lisäksi  se  voi 
aikaansaada vaikealiukoisen dehydratoituneen DNA-napin.
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Puhtaan DNA:n kriteerinä on totuttu pitämään O.D. 260nm/280nm-suhdetta, missä 260 
ilmaisee DNA:n ja λ=280 nm proteiinien osuutta. On sovittu, että DNA on puhdasta, kun 
suhde on 1,8 tai  vähän enemmän,  sillä  erilaiset  ionit  voivat  vaikuttaa suhteeseen tätä 
suurentamalla. Tällöin ns. puhdas DNA ei välttämättä ole puhdasta. Sen sijaan puhtaan 
DNA:n  mittarina  voidaan  pitää  sitä,  soveltuuko  eristetty  ja  puhdistettu  DNA 
jatkotoimenpiteisiin.  Tavanomainen PCR, jossa monistetaan lyhyitä  DNA-sekvenssejä, 
alle 0,5 kB:n kokoisia fragmentteja, ei ole hyvä puhtauden mitta, koska kokonaisia soluja 
voidaan  käyttää  DNA:n lähteenä.  Sen sijaaan  DNA:n restriktioentsyymeillä  suoritetut 
pilkkomiset  antavat  viitteen  preparaatin  puhtaudesta,  etenkin,  jos  pilkkomista  seuraa 
DNA:n ligaatio linkkeriin tai plasmidiiin. Tämän jälkeinen postitiivinen tulos PCR:ssä on 
riittävän puhtauden osoitus.
Uudella menetelmällä eristetyn DNA:n O.D. Suhde 260/280 nm on noin 1,8, mikä on 
sama kuin vanhalla ja huomattavasti hitaammalla menetelmällä saatu suhde (15). Uudella 
menetelmällä  eristetty  DNA  on  stabiilia,  koska  vesiliukoisena  sitä  voidaan  säilyttää 
ainakin  viikon  ajan  huoneenlämmössä.  Lisäksi  saaliit  ovat  skaalattavissa  eli 
säädettävissä, sillä eristyksen aloituksessa käytettävää solumäärää muuttamalla olemme 
eristäneet DNA:ta yli 40 µg mikrosentrifuugiputkissa.
Kuvassa  8  on  esitetty  Jurkat  solujen  tumista  eristetyn  DNA:n ehjyys  ja  koko 1,5  % 
agaroosigeelillä  (DNA  visualisoitu  Sybr  Geen  I  värjäyksellä ja  UV-  tai  sinisellä 
DarkReader-valolla). Suolalla eristetty DNA on ehjää ja sen koko geelillä on yli 23-kb. 
Ribosomaalinen RNA näkyy kahtena kapeana juovana DNA-markkerien 1,35 kB:n ja 0,6 
kB:n kohdalla natiiveissa eli ei-denaturoivissa olosuhteissa (kuva 8). 
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Kuva 8.  Genomisen DNA:n eristys Jurkat solujen tumista.  1.5 x 107  Jurkat solusta 
eristettiin tumat kuten aineisto ja menetelmät osiossa on kerrottu. DNA eristetiin uudella 
proteiinien  ulossuolausmenetelmällä  ja  liuotettiin  12  µl  TE:tä  ja  DNA:n  pitoisuus 
määritettiin. 5,4 µg DNA:ta analysoitiin 1,5% agaroosigeelillä. Suolalla eristetty DNA on 
ehjää  ja  suurimolekyylipainoista,  sillä  se  on  kookkaampaa  kuin  suurin  lambda-
molekyylimassamarkkeri, 23,13 kb. Ribosomaalisen 28 S ja 18 S RNA läsnäolo  kahtena 
heikkona  juovana  DNA-markkerien  1,35  kB:n  ja  0,6  kB:n  kohdalla  on  viitteenä 
vähäisestä sytoplasmisesta kontaminaatiosta. Mr tarkoittaa molekyylimassamarkkeria.
Yhden  juosteen  katkosten  puuttumista  tai  esiintymistä  ei  voida  helposti  osoittaa 
natiiveissa  olosuhteissa,  koska  vastinjuoste  voi  säilyä  ehjänä  ja  siksi  DNA  vaikuttaa 
ehjemmältä mitä se todellisuudessa on. Näin voi olla asianlaita, kun DNA:n ekstraktiossa 
käytetään  fenolia,  sillä  happona,  fenoli  luovuttaa  protonin,  joka  osallistuu  osittaiseen 
fosfodiesterisidosten  hydrolyysiin  aikaansaaden  DNA:ssa  yhden  juosteen  katkoksia, 
jolloin PCR-tuotteet jäävät toivottua pienemmiksi. Yhden juosteen katkokset pienentävät 
DNA:n  kokoa  ja  lisäksi  häiritsevät  vaativia  sovelluksia,  kuten  genomisen  DNA:n 
kloonausta tai pitkän kantaman PCR:ää  (11,13,23).
Vaikka  aiemmat  tuloksemme  viittaavat  siihen,  että  puhdistamamme  DNA  on 
suurimolekyylimassaista (kuva 8), yhden juosteen katkosten esiintymistä ei kuitenkaan 
voida poissulkea natiiveissa olosuhteissa. Sen vuoksi halusimme arvioida ssDNA:n eli 
yksijuosteisen  DNA:n  ehjyyttä  alkaalisissa  eli  denaturoivissa  olosuhteissa.  Tämän 
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selvittämiseksi ihmisen U937-soluja inkuboitiin Mg2+-ioneja  sisältävässä hypotonisessa 
puskurissa (puskuri B), solut hajotettiin  NP-40 – detergentillä ja yhden juosteen DNA-
katkokset  aikaansaatiin  käyttämällä  erisuuruisia  määriä  DNaasi  I:ä.  DNA  eristettiin 
U937-soluista  uudella  menetelmällä  kuten  yllä  kuvattu  ja  5,4  µg  DNA:ta  ajettiin 
denaturoivissa olosuhteissa agaroosigeelillä.  Nukleosomaalisessa DNA:ssa sekä DNaasi 
että  mikrokokkinukleaasi  tuottavat  noin 10-12 bp:n  välein  katkoksia,  edellinen  yhden 
juosteen  ja  jälkimmäinen  kahden  juosteen  katkoksia,  joiden  3´-pää  sisältää 
fosfaattiryhmän (1,13). 
Kuten  kuvassa  9  on  esitetty,  “ehjä  DNA”,  jossa  ei  ole  katkoksia,  ilmenee  1% 
agaroosigeelillä  suurempana  kuin  23-kB:n  kokoisena  fragmenttina.  Lisäksi  tuloksista 
ilmenee  se  seikka,  että  ulkoisen  nukleaasilisäyksen  aiheuttama  pilkkoutumisen  aste 
vaihtelee  ehjästä  täydellisesti  pilkkoutuneeseen  eli  digestoituneeseen  DNA:han,  joka 
kromatiinitasolla  ilmenee  nukleosomi-  tai  subnukleosomitason  fragmentteina  (44,60) 
sekä  natiivissa  (kuva  9A)  että  denaturoivassa  agaroosigeelissä  (kuva  9B).   Lisäksi 
kuvasta  9B  ilmenee,  että  denaturoivissa  olosuhteissa  analysoitu  DNA  on  halutun 
kokoista. Joissakin ajoissa ilmenee DNA:n “häntimistä” (kuvan 9A geelikaivot:  2U ja 
3U) eli geelissä on nopeasti vaeltava ”DNA:n häntä” (eng. Smearing), joka johtuu siitä, 
että geelin kaivoon on ladattu optimaalista määrää enemmän DNA:ta eli kysymyksessä 
on  ylikuormitus  (overloading).  Siksi  DNA:n  häntiminen  johtuu  pikemmin 
ylikuormituksesta kuin DNA:n hajoamisesta, koska DNA:n määrä kaivossa on 5,4 µg:aa 
100 ng:n sijasta. Ylikuormitus on tarkoituksellista, koska muuten kuvat 9A ja 9B eivät 
keskenään ole nukleiinihappojen määrien suhteen vertailukelpoisia.
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Kuva 9.  Genomisen DNA:n eristys permeabilisoiduista ja DNaasi I – digestoiduista 
ihmisen U937-soluista. 1.6 x 107  U937 solua resuspendoitiin 600 µl:aan puskuri B:tä ja 
solususpenssio jaettiin 50 µl osiin, joihin lisättiin detergenttiä (NP-40) ja  0, 1, 2, 4, 5, 10, 
20,  30,  40,  50  tai  60  yksikköä  DNaasi  I:tä.  DNA eristettiin  ja  puhdistettiin  uudella 
menetelmällä ja DNA-määrä säädettiin 5,4  µg/10  µl ja osa näytteestä etanolisaostettiin 
alkaalista  geelielektroforeesia  varten  ja  osa  analysoitiin  nativissa  geelissä.  (A) 
Agaroosigeelielektroforeesi  natiiveissa  olosuhteissa.  Digestoimaton  DNA  on 
suurimolekyylimassaista  (0  yksikköä  DNaasi  I:tä).  DNA:n  koko  alkaa  pienetä,  kun 
DNaasi  I  –  pitoisuus  on  yli  10  yksikköä,  jolloin  nukleosomaalista  tikapuurakennetta 
rupeaa  muodostumaan. Merkkien  selitykset:  “Mononucleosome”  viittaa 
nukleosomaaliseen DNA:han. Huomaa ribosomaalinen RNA fraktio samoin kuin hento 
mRNA-fraktio  kaikissa  DNaasi  I  –  pitoisuuksissa. (B)  Agaroosigeelielektroforeesi 
denaturoivissa  olosuhteissa. Pitoisuusmääritetyt  ja  etanolisaostetut  DNA-näytteet 
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sentrifugoitiin,  liuotettiin  latauspuskuriin  ja  geelikaivot  ladattiin,  minkä  jälkeen 
fragmentit  ajettiin  elektroforeesissa ja  värjättiin  Sybr Green I  -  väriaineella.  Suolalla 
eristetty  DNA  on  suurimolekyylimassaista,  mutta  vasta   kohtalaisilla  DNaasi-
pitoisuuksilla  (20  yksikköä)  muodostuu  yhden  juosteen  katkoksia.  Kromatiinin 
nukleosomaalinen organisaatio  on selvästi  havaittavissa  (20 ja  30  yksikköä)  ja  “limit 
digestio”  saavutetaan  jo  40  yksiköllä.  Symbolit:  TM=trinukleosomi, 
DM=mononukleosomi  ja  MM=mononukleosomi.   Muut  symbolit  ovat  samat  kuin 
kuvassa 8.
Pienimolekyylimassainen  nukleiinihappokomponentti  kooltaan  noin  0,3  kB  edustaa 
osittain hajonnutta sytoplasmista RNA:ta. Ribosomaaliset 28S ja 18 S rRNA fragmentit 
häviävät, samoin kuin  jatkuvana raitana näkyvä mRNA, alkaalisissa olosuhteissa. Tämä 
ilmenee pienimolekyylimassaisena juovana 100-200 nukleotidin kokoalueella  (kuva 9A 
ja  B).  Siksi  kuvan  9A  jatkuvana  juovana  näkyvä   ”nukleiinihappofraktio”  ei  edusta 
hajonnutta  DNA:ta vaan ehjää mRNA:ta,  koska laboratoriossamme olemme eristäneet 
kyseisestä  fraktiosta  poly-A(+)  mRNA:ta,  josta  edelleen  on  tehty  edustava  cDNA-
kirjasto, jonka klooneja olemme sekvennoineet (61).  
Kuten kuvasta 9B näkyy, pienet tai kohtalaiset DNaasi I pitoisuudet tuottavat vähän tai ei 
lainkaan  yhden  juosteen  katkoksia.  Vasta  kohtalaisilla  DNaasi-pitoisuuksilla  (20 
yksikköä)  muodostuu  yhden  juosteen  katkoksia  ja  intensiteetin  perusteella  DNA-
fragmenttien keskikoko on 0,6 kb:n (0,3 – 2 kB) paikkeilla ja natiiveissa olosuhteissa 
vastaava  fragmenttien  koko  vaihtelee  0,3-kB:stä  23  kB:hen,  keskikoon  ollessa 
suunnilleen 1,35-kb:n luokkaa (kuva 9A ja B). Vastaavanlaisia DNaasi  pitoisuuksia kuin 
tässä  kokeessa  käytetään  myös  paikallistamaan   proteiini-DNA  vuorovaikutuksia 
nukleotiditason kartoituksessa in vivo footrinting-tekniikalla. 
Kineettisellä  DNaasi-digestioilla  saadut  tulokset  osoittavat  sen,  että  solujen  DNA on 
alunperin kromatiinina. Siksi solujen esikäsittely ei aiheuta  DNA:ssa katkoksia samoin 
kuin ei varsinainen DNA:n eristyskään.  Tätä käsitystä tukee havainto siitä, että kuvassa 
9B suurehkoilla  DNaasi I-pitoisuuksilla digestoiduissa näytteissä on nähtävissä,  joskin 
heikosti,  kromatiinille  tyypillinen  nukleosomaalinen  tikapuurakenne,  joka  katoaa  kun 
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DNaasi I- pitoisuus on 60 yksikköä, koska kaikki kromatiini on mononukleosomeina tai 
subnukleosomaalisena  DNA:na  (“limit  digestion”).  Huomattakoon,  että  MNaasilla 
voidaan  saada  aikaiseksi  huomattavasti  selkeämpi  ladder-rakenne  johtuen  MNaasin 
kyvystä pilkkoa ensisijaisesti linkkeri-DNA:ta (44,60).
DNA:n eristyksen esikäsittelyvaiheet eivät siis häiritse solun kromatiinin proteiini-DNA-
vuorovaikutuksia. Tuloksemme ovat yhdenmukaisia aikaisempien havaintojemme kanssa 
(15). Samoin kuin vanha myös tämä uusi  menetelmä soveltuu myös sytoplasman RNA:n 
eristykseen (15).  Toisaalta  RNA ei haittaa genomisen DNA:n kirjaston valmistamista, 
sillä  DNA-polymeraasien  käänteistranskriptaasiaktiivisuus  on  yleensä  hyvin  heikkoa. 
Sen  sijaan  DNA  kirjastojen  valmistus  edellyttää  sitä,  että  DNA-preparaatit  ovat 
proteiinivapaita  ja  sitä,  että  eristetty  DNA  on  suuri  molekyylimassaista  (11,13). 
Aikaisemmat  tuloksemme  vanhalla  menetelmällä  ovat  osoittaneet,  että  eristetty  DNA 
sopii vaativiin sovelluksiin, kuten genomisten DNA kirjastojen valmistukseen (15, 48). 
Muissa laboratorioissa on saatu vastaavanlaisia tuloksia. Esimerkiksi  Reichel et al. (26) 
ovat  valmistaneet  genomisia  DNA-kirjastoja  suolalla  puhdistetusta  leukemiasolujen 
DNA:sta.
Tämän  vuoksi  halusimme  selvittää  voidaanko  tällä  uudella  menetelmällä  eristää  ja 
puhdistaa tarpeeksi korkealaatuista DNA:ta, joka soveltuu genomisten DNA-kirjastojen 
valmistukseen.  Tätä  varten  DNA  eristettiin  ja  puhdistettiin  ulossuolauksella  ihmisen 
Jurkat  soluista.  Etanolisaostuksen  jälkeen DNA liuotettiin  veteen  tai  TE-puskuriin,  se 
pilkottiin   Sma I -  restriktientsyymillä  ja  ligoitiin  ATP-riippuvaisen  T4-DNA-ligaasin 
katalysoimassa  reaktiossa  L2-vektorettiin  ja  näin  aikaansaatiin  DNA-kirjasto  (kts. 
Aineisto  ja  menetelmät).  Kromosomikävelyssä  käytettiin  malligeeninä  ihmisen  tp53-
kasvurajoitegeeniä.  Kromsomikävelyn  primaarinen  eli  ensimmäinen  PCR-monistus 
suoritettiin  käyttämällä  1315p53i-aluketta.  Tätä  seurasi  sekundaarinen eli  toinen PCR-
monistus,  1291p53ii-alukkeella.  Saatu  PCR-tuote  analysoitiin  agaroosigeelillä  ja  tuote 
verifioitiin  restriktioentsyymikartoituksella.  Kuten  kuvassa  10  ilmenee  pitkän  matkan 
kromosomikävely  SmaI-kohtaan  tuotti  suuren,  2,3-kB:n  kokoisen,  Sma-fragmentin. 
Tämän  kokoiset  fragmentit  ovat  harvinaisia  tavanomaisessa  vektorettikloonauksessa 
(55,56),  koska  fragmentit  kloonamattomassa  DNA:ssa  jäävät  usein  vain  0,5-kb:hen, 
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koska tavanomaisissa vektoretialukkeissa on suuri määrä repetetiivisiä sekvenssejä, jotka 
haittaavat pitkien PCR-tuotteiden muodostumista (48).
Kuva  10.  Kromosomikävely  ihmisen  tp53-geenin  promoottorialueella. Uudella 
proteiinien ulossuolausmenetelmällä ihmisen Jurkat jatkoviljelysoluista eristettyä DNA:ta 
digestoitiin SmaI-restriktioentsyymillä.  1  µg Sma I – digestoitua DNA:ta ligoitiin L2-
vektorettiin.  Kromosomikävelyä  varten  p53-sekvenssit  monistettiin  aluksi 
geenispesifisellä  1315p53i-  ja  vektorettispesifisellä  nL2P-alukkeella.  Sekundaari-PCR 
suoritettiin  nL2P-  ja  upotetulla  geenispesifisellä  1291p53ii-alukkeella  ja  saadut  PCR-
tuotteet analysoitiin 1,5%:ssa agaroosigeelissä. Vektoretti-PCR:ssä saatiin iso, 2,3-kB:n, 
kokoinen SmaI-fragmentti  (SW). Osittaista restriktioentsyymikartoitusta  varten Sma I-
fragmentti  pilkottiin  BstU1-,  HindIII-,  HinPI-  ja  HpaII-restriktioentsyymeillä  (kaivot: 
+BstU1, +HindIII, +HinPI ja+HpaII). Digestioita varten  SmaI-fragmentti jaettiin eriin ja 
pilkottiin  1-10 yksiköllä  ym.  restriktioentsyymiä  (New England Biolabs,  USA) 10  µl 
kokonaistilavuudessa, joka sisältää asianmukaista restriktioentsyymin 10x puskuria 1,0 
µl.  Tislatulla  vedellä  kokonaistilavuus  säädettiin  10  µl:ksi  ja  inkubointi  suoritettiin 
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valmistajan ohjeen mukaan tunnin ajan (48).  tp53-geenin promoottorialueen kartta  on 
esitetty kuvapaneelin vasemmalla puolella, missä restriktioentsyymien SmaI-, HinpI- ja 
PvuII-tunnistuskohdat on esitetty (kuvan “lollipops”). Kartassa +1 tarkoittaa tp53-geenin 
transkription  aloituskohtaa  ensimmäisessä  eksonissa,  joka  on  merkittynä  mustana 
laatikkona ja alukkeen 1291p53ii-tunnistuskohta ensimmäisessä intronissa on ilmoitettu 
nuolella. Mr tarkoittaa molekyylimassamarkkeria. 
Kloonin  tunnistamista  ja  osittaista  restriktioentsyymikartoitusta  varten 
kromosomikävelyllä  aikaansaatu  suurikokoinen  Sma  I-fragmentti  pilkottiin  BstU1-, 
HindIII-,  HinPI-  ja  HpaII-restriktioentsyymeillä  (kuva  10).  SmaI-fragmentti  ja  sen 
deleetiofragmentit sekventoitiin ja saadut kloonit todettiin geenipankkivertailuissa olevan 
identtisiä tunnetun tp53-geenin suhteen.
Tämä  uusi  DNA:n  eristysmenetelmä  mahdollistaa  DNA:n  eristyksen  elävistä  soluista 
tunnissa.  Tämä on huomattava parannus vanhoihin orgaanisiin ekstraktioihin fenolilla, 
kloroformilla/eetterillä  verrattuna.  Näillä  orgaanisilla  tekniikoilla  eristykseen  saattoi 
kulua  kaksi  tai  jopa  kolme  päivää,  jos  useista  preparaateista  eristetään  DNA:ta. 
Kaupalliset geelisuodatukseen,  magneetti- ja silikaattipartikkelitekniikkoihin (Bio-Rad, 
Promega,  Boehringer,  Qiagen,  Dynal)  perustuvat  menetelmät  ovat  huomattavan 
tehokkaita  ja  nopeita  menetelmiä  DNA:n  eristyksessä,  eikä  esimerkiksi  DNA:n 
konsentrointia etanolilla välttämättä tarvita. Kokonaiseristysaika vaihtelee 30 minuutista 
pariin tuntiin, mutta niiden haittana on korkea hinta/eristys-suhde, eikä eristetyn DNA:n 
laatukaan  välttämättä  ole  parempi  kuin  suolaeristyksessä.  Niin  ikään  kaupallisissa 
menetelmissä  ei  aina  ole  mahdollisuutta  tutkijan  haluaman esikäsittelylinjan  valintaan 
(kuva  4).  Useissa  laboratorioissa  DNA:n  suolaekstraktioista  on  tullut  suosittu 
menetelmän luotettavuuden, halpuuden ja käyttökelpoisuuden vuoksi (16,17,22,24,28,31-
34,36-43,62).  Lisäksi  uusi  menetelmä  tuottaa  DNA:ta,  joka  soveltuu  vaativiin 
jatkomenetelmiin,  kuten  kromosomikävelyyn,  translokaatiokartoitukseen   (26,28), 
geenikartoitukseen  (24,29),  genotyypitykseen  (16)  ja  in  vivo footprinting  tekniikkaan 
proteiini-DNA-interaktioiden  tutkimiseksi.  Luonnollisesti  uutta  menetelmää  voidaan 
käyttää  sovelluksissa,  joissa  DNA:n  laatu  ei  ole  kynnyskysymys,  kuten  tavallisessa 
PCR:ssä ja RAPD (randomly amplifying polymorphic DNA)-analyyseissä.
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5  Yhteenveto
Tässä työssä on jatkokehitetty aikaisemmin kehittämääni NaCl:n käyttöön ja proteiinien 
ulossuolaukseen  perustuvaa  DNA:n  eristys-  ja  puhdistusmenetelmää,  jonka  avulla 
DNA:n  kokonaiseristysaikaa  on  voitu  nopeuttaa  huomattavasti  aiemmasta  kolmesta 
tunnista  yhteen  tuntiin  tai  alle  sen.  Menetelmän  avulla  voidaan  eristää  puhdasta  ja 
suurimolekyylimassaista DNA:ta erilaisiin vaativiin sovelluksiin, kuten genomisten DNA 
kirjastojen  valmistukseen  ja  niiden  analyysiin.  Tässä  työssä  kehitetty  menetelmä 
validioitiin  käyttämällä  tutkimuksen  malligeeninä  ihmisen  kasvurajoitegeeniä,  tp53-
geeniä. Eristetystä ja pudistetusta DNA:sta valmistettiin DNA-kirjasto, josta vektoretti-
PCR:ään  perustuvalla  kromosomikävelyllä  eristettiin  ihmisen  tp53-geenin 
promotoottorialue,  joka  varmennettiin  oikeaksi  restriktioentsyymikartoituksella  ja 
sekvennoinilla.  Tämä  tehokas  menetelmä  DNA:n  puhdistuksessa  mahdollistaa 
korkealaatuisen  DNA:n  eristyksen  ja  tämä  yhdistettynä  kromosomikävelyyn  tuottaa 
kahdessa  päivässä  sekvennointiin  kelpaavia  deleetiomutantteja,  jolloin  automaattisella 
DNA:n sekvennoinilla aiemmin tuntemattoman tai muuntuneen DNA-alueen sekvenssi 
saadaan nopeasti, kolmantena tutkimuspäivänä, selville. Aikaansaatua sekvenssiä voidaan 
edelleen verrata geenipankkien sekvensseihin geenin karakterisoimiseksi.
Hyvä  perusmenetelmä,  kuten  DNA:n  eristys,  voi  johtaa  merkittäviin  havaintoihin  ja 
tieteen  kannalta  tarpeellisiin  jatkoselvityksiin.  Hyvänä  esimerkkinä  on  tp53-
promoottorista  anti-sense  suuntaan  koodattava  WRAP53-transkripti  tp53-geenin  P1-
promoottorin  läheisyydessä  (48).  Alunperin tätä  ryhmämme  löytämää 
flj10385/WRAP53-geeniä  on  viimeaikoina  intensiivisesti  tutkittu.  Vaikuttaa  siltä,  että 
geenin  toiminta  vaikuttaa  mm.  huonoennusteiseen  rintasyöpään,  jossa 
estrogeenirespetorit  eivät  ilmene  (52).  Lisäksi  Wrap53 antisense  transkriptia  tarvitaan 
TP53-proteiinin  aktivaatioon  DNA-vaurion  syntyessä.  Ilmeisesti  siksi  WRAP53  lisää 
malignien  solujen  elinkykyisyyttä  ja  tämän  vuoksi  se  on  tällä  hetkellä  potentiaalinen 
kohde erilaisten syöpien hoitoon suuntautuvissa terapioissa (54).
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